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  چکیده
   مدت مدیدی است در درمان سکته قلبی استفاده ،ترین داروی فیبرینولیتیکشدهبه عنوان شناخته سترپتوکینازا :سابقه و هدف

 این هدف از .های ساختاری ساده این پروتئین زمینه لازم برای دستیابی به انواع نوترکیب آن را فراهم ساخته استگیویژ .دشومی
برای اولین بار در ایران بود تا پس از  )بازده از نظر تولید استرپتوکینازپر (equisimilis H46A کوکپتوتحقیق تهیه سوش استر

 .سازی آن در حاملهای متعدد بوجود آید که امکان کلون تکثیر شودایبگونهژن استرپتوکیناز ،  DNAاستخراج
 دستپایین و یک پرایمر بالادستبا استفاده از دو پرایمر از دو ناحیه کیناز ژن استرپتونومی  ژ DNAپس از استخراج: بررسی روش

و قسمت مربوط به پروتئین  ORF ،bp 1323کل  ( برای دو سر محصولاتمعمولدهنده ر نظر گرفتن یک جایگاه آنزیم برشضمن د
پلاسمید نوترکیب حاصل . و قابلیت بیان بالا کلون شد  tacحت پروموتور قوی تpGEX-4T-2  تکثیر شد و در حامل)bp 1245بالغ، 

میزان بیان و فعالیت . ترانسفورم شد ´BL21(DE3 )plysSکلی سویه و در اشریشیاییدأ ت،بوسیله عملیات هضم دو طرفه و تعیین توالی
 در  S2251سوبسترای اختصاصی با  تست با استفاده از دانسیتومتر لیزری وbp1245  مربوط به کلون واجد قطعهاسترپتوکیناز نوترکیب

  .مورد ارزیابی قرار گرفتمقایسه با یک نمونه استرپتوکیناز خارجی 
 .پذیر ساختبیانی امکانهای حاملدر تعداد زیادی از را آنشدن  کلون، ژن قطعهدهنده برای دو سراستفاده از یک آنزیم برش: هایافته

 گلوتاتیون وجود دم اتصالی. سازی را تأیید کردموفقیت در کلون ،کل پروتئینهای میزبان% 45 ازپروتئین نوترکیب به بیش میزان بیان 
S ترانسفراز)GST (سازی و تخلیص شرایط کشت بیش از کیناز نشد و مقدار آن بدون بهینهمانع فعالیت استرپتوu/ml15000 از کشت

 .ثبت شد
ا نیز به ابتدای  رGST با بازدهی فراوان، دمفعال و  استرپتوکیناز نوترکیب ضمن تولید   pGEX-4T-2حاملاستفاده از : گیرینتیجه

   .ای و آسان با استفاده از لیگاند گلوتاتیون سود برد تخلیص یک مرحلهبرایتوان از آن کند که میآمینی آن اضافه می
  .تخلیص ،پروتئین نوترکیب ،سازیکلون، استرپتوکیناز،pGEX-4T-2:واژگان کلیدی

  

  1مقدمه
  S.equisimilis H46A ســـوش)skc( ژن اســـترپتوکیناز

  تعیین تـوالی شـد  1985 و همکارانش در سال  Malkeبوسیله
                                                 

، های نوین علوم پزشکی جهـاد دانـشگاهی ابـن سـینا             آوری  پژوهشکده فن تهران،  : آدرس نویسنده مسئول  
  )email: babashams@avesina.ac.ir (باباشمسی محمددکتر ، بادی منوکلونال مرکز تحقیقات آنتی
  2/8/1384: تاریخ دریافت مقاله
  28/5/1385 :تاریخ پذیرش مقاله

بـرداری ایـن ژن مـورد         نحوه کنترل نـسخه   1995در سال   . )1(
 فعالیـت کمـپلکس     1996و در سـال      )2 (مطالعه قـرار گرفـت    

ک پپتیـد ت ـ   این ژن سه نوع پلـی     . )3 (پروموتوری آن آنالیز شد   
. کنـد   کیلودالتون را بیان می47 و  45،  30های  ای با وزن   زنجیره

سـازی پلاسـمینوژن بیـشترین        کیلودالتون آن در فعال    47نوع  
 ایـن پـروتئین   . نقش را دارد و همیشه مورد هدف بـوده اسـت          

در آن  فعالیـت   حـداکثر  و)5،4 (دارداسید آمینه  414بیش از  
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PH    همچنـین اسـت   5/7حـدودPH  7/4یـک آن  ایزوالکتر 

ــی ــد م ــروتئین  ). 6( باش ــن پ ــسفر، ،Cystine ،Cysteineای  ف
ترمینـال    Nو قـسمت دارد  ن های کونژوگه و چربی وهیدراتبکر

بتــه اســترپتوکیناز  ال)7 (آن همــواره بــدون تــاخوردگی اســت
 ســاختار بــسیار تولیــدی درگروههــای اســترپتوکوکی مختلــف

ئین بـه   ایـن پـروت   مدت مدیـدی اسـت کـه        . )8 (ی دارد تفاوتم
ــر علیــه   عنــوان شــناخته شــده ــرین داروی فیبرینولیتیــک ب ت

رآکنده در سیـستم    های خونی پ   شی از ایجاد لخته   بیماریهای نا 
. )9 (شــود مــیهــای قلبــی اســتفاده  گــردش خــون و ســکته

دهد  نشان میجدیدترین تحقیقات درباره ساختار استرپتوکیناز      
پلاسمینوژن، سترپتوکیناز در اتصال به  ا Asp41-His48 ناحیه
سـازی پلاسـمینوژن و    در شناسایی و فعـال   C-terminalناحیه

ــه اســید ن ــوط ب ســازی  در فعــال 48-59هــای  آمینهاحیــه مرب
سـازی    استرپتوکیناز توانایی فعـال   . )4 (پلاسمینوژن نقش دارد  

پلاسمینوژن آزاد در خون و هم پلاسمینوژن متصل به فیبرین          
ــت ــسه . را دارا اس ــات مقای ــش مطالع ــیای ن ــده ان م ــه دن  ک

یتیک مثل  ل نسبت به سایر داروهای ترمبو     استرپتوکیناز نه تنها  
) t-PA(کننده پلاسمینوژن بافتی    فعال و )Urokinase(یوروکیناز

 پایین بودن هزینـه تولیـد ایـن دارو،          ، بلکه ندارد امتیاز کمتری 
ویژگیهـای  . )11،10،4(سایر انواع متمـایز کـرده اسـت   از آن را  

 این مولکول از جمله وجود نواحی عملکردی  ساختاری ساده در  
 گروههــای  و اتــصالات دی ســولفیدنداشــتنمــستقل از هــم، 

 بطـور   ،های دو ظرفیتـی    روستتیک و مناطق اتصال به کاتیون     پ
 زمینه لازم برای دستیابی     ، ساختمان فضائی سوم   نداشتنکلی  

کنون در  تـا . سـازد  مـی فراهم  را  به انواع نوترکیب استرپتوکیناز     
های بیانی چـون    سازی ژن استرپتوکیناز از حامل     کلونعات  مطال

، pMF5یـا    pBR322 خـانواده هایحامل، )λL47) 12باکتریوفاژ
pSK100)13(،pKK223-3)14(،pQE-30)15(،pEKG-3) 16 (

ــین میزبان)pHT)17و  ــای، همچن ــوبتیلیس  ه ــیلوس س   باس
)B. subtilis WB600()18(،  سـنگوئیس  اسـترپتوکوکوس)5(، 

 .اسـتفاده شـده اسـت    )17،10(مخمر و )12-16(اشریشیاکلی
ــترپتوکیناز    ــد اســ ــی در تولیــ ــات قبلــ ــاس تجربیــ براســ

هـای   استرپتوکوکزا در     سم تب  ، تولید اندک  )19(غیرنوترکیب
های حاصل در تولیـد      و همچنین موفقیت   Cیتیک گروه   بتاهمول

، ما بـرای اسـتخراج      )E.coli)4این پروتئین نوترکیب از میزبان      
 E.coli و ازS.equisimilisH46Aناز از ســوش ژن اســترپتوکی
بـا  سـازی و همچنـین از حامـل جدیـدی            کلونبعنوان میزبان   

کیناز نوترکیـب   اسـترپتو   عملیـات تخلـیص    تـسهیل در  ویژگی  
  .استفاده کردیماتصالی 

  مواد و روشها
 از بانک میکروبـی  S.equisimilisH46A ATCC 12449سوش 

 و  BL21(DE3)  و DH5αهـای مهندسـی شـده        آمریکا، سوش 
ــا و آنزیم  ــین پرایمرهـــ ــده همچنـــ ــای محدودکننـــ   هـــ

)BamHI  ،HindIII   و EcoRI (       از شرکت سیناژن ایـران، کیـت
PCR      ،آنزیم آلکالین فسفاتاز، لیزوزیم ،RNaseA   مارکر  ز  و سای 

 آلمان،  Fermentase از شرکت    IPTG آلمان،   Rocheاز شرکت   
مـامی  ن و ت   آلمـا  Chromogenix از شرکت    S2251سوبسترای  

 آلمــان خریــداری Merckهــای مــورد اســتفاده از شــرکت نمک
سازی در مرکز     ونتیجه کلون  PCRتعیین توالی محصول    . شدند
 ) (National Research Council,Canada:NRC کانادا تحقیقات ملی

ژن  ) Restriction enzymes(و بررســـی نقـــشه آنزیمـــی  
  . انجام شدWebcutter 2.0استرپتوکیناز در سایت 

با روش  S.equisimilisH46A  از سوشژنومی  DNAستخراجا
 و  Gaseو اصــلاحات انجــام شــده توســط ) 20 (لیــز ســلولها
 .دنجام شاهمکارانش 

ــره ــنش زنجی ــیای واک ــراز  پل ــا :)PCR(م    پرایمربالادســت دوب
STK1:5´GCTGGATCCATGAAAAATTACTTATCTTTTGG3´  از 

 ـ  1323قطعـه  بـرای تکثیـر   (ناحیـه کـدون شـروع     ) ازجفـت ب
،  ´4SKf:5´ CGCGGATCCATTGCTGGACCTGAG3و
 1245 قطعهبرای تکثیر   ( کیناز بالغ ناحیه مربوط به استرپتو    از

ــاز  ــت بـــ ــر   )جفـــ ــک پرایمـــ ــایینو تـــ ــت پـــ   دســـ
STK-2:5´GCTGGATCCTTATTTGTCGTTAGGGTTATC3´ 

ــد  ــام ش ــامل    .  انج ــنش ش ــتفاده در واک ــورد اس ــادیر م   :مق
، MgCL2مـولار    میلـی 10XPCR buffer ،5/1 میکرولیتـر  5/2

 میکرومولار از هـر دو      dNTp  ،6/0 میکرومولار از هر کدام      200
 الگـو در حجـم      DNA نـانوگرم از     100 واحد آنزیم و     1پرایمر،  
 ثانیه ºC94 ،30 ثانیه در 30امه برن از . میکرولیتر بود25نهایی 

 ).1 ( دور اسـتفاده شـد     29 طی   ºC72 ثانیه در    45 و   ºC50در  
و عملیـات هـضم بـا       اده از سایز مارکر      با استف  PCRمحصولات  

 ).2 و1لشک()21 (یابی و تأیید شدندزرا HindIII آنزیم
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
ــورز محــصولات -1شــکل ــارزPCR الکتروف ــتونهای:  در ژل آگ  2و1س

 1323bp محصولات 4و3 و ستونهای1245bpمحصولات 
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ن پـس از ترانـسفورم کـرد     pGEX-4T-2حامـل   :تکثیر حامل
با استفاده از روش لیـز   )Competent( مستعد  DH5αدر )21(

کـشت   لیتـر  میلـی  3 :و دو اصلاح ذیل تکثیرشـد      )20 (قلیایی
 5/1 را پــس از ســانتریفیوژ و دور ریخــتن )overnight( شــبانه
 منظور هب(رساندیم  لیتر  میلی5/1 مایع رویی به حجملیتر  میلی
مچنین پـس از اضـافه      ه. )در میکروتیوب پذیری آزمایش    امکان

 RNaseA میکرولیتـر آنـزیم  10 ،بـه آن  I کنندهکردن بافر لیز

(1mg/ml)بـا هـدف حـذف    (ضافه کردیم اRNA    و همچنـین
حذف خودبخـودی آنـزیم در حـین اضـافه کـردن محلولهـای              

 .)21 ()بعدی
  BamH Iک آنزیمتبا   PCRهضم حامل و محصول. سازی کلون
گیری از  سـازی و جلـو      بالا بردن کـارایی کلـون      برای. شدانجام  

آن با استفاده    5´ برداشتن فسفات از انتهای    ،خود اتصالی حامل  
تمـام مراحـل    . )21،20 (دجـام ش ـ  ان) CIP(از آلکالین فـسفاتاز   

و حامل بـه روش الکتروفـورز و      (insert) سازی قطعه ژن   خالص
در نهایت قطعه مورد نظـر      . گردیدانجام   آگاروز استخراج از ژل  

پـس از   .شـد کلون   pGEX-4T-2در حامل Ligation با فرآیند
 DH5α سلول در) Ligation mix(ترانسفرم این مخلوط اتصالی

ــشت آن ــیط و ک ــی  L.B روی مح ــاوی آنت ــار ح ــک  آگ بیوتی
 ـ های رشد   کلنی ،سیلین آمپی هـای واجـد     عنـوان کلـون    هیافته ب

 برای اطمینان از    .انتخاب شدند  قطعه ژن    واجداحتمالاً  حامل و   
صـورت تـصادفی     هها ب  د شدن قطعه ژن در حامل، این کلنی       ارو

 پلاســمید، توســطاســتخراج انتخــاب و پــس از انجــام عمــل  
گیری قرار ییدـأت ).3شکل( ندشدبررسی  ز ژل آگاروز    فورالکترو
توجه به نقشه تئوریک حامل واجـد قطعـه   با  قطعه ژنی  صحیح
کـه   (BamHIبـا آنـزیم   بـار    وسیله آزمایش هـضم، یـک      هژنی، ب 

و بـار دوم بـا      ) قطعه دخولی را از پلاسـمید جـدا کنـد         بایستی  
ــزی ــدی  ب (EcoRI و HindIIIم آنـ ــوالی نوکلئوتیـ ــستی تـ  ایـ

در نهایـت بـا     ). 4شـکل ( شدانجام  )  را ایجاد کند   502bpحدود
) NRC( که توسط مرکز تحقیقات ملی کانادا تعیین توالی   عمل  

کیناز کلـون شـده و      صحت کامل توالی ژن اسـترپتو     انجام شد،   
) Reading frame( در جایگـاه خوانـدن  گیـری صـحیح آن   قرار

مـل  سـازی، حا   پس از تأیید کلون   ). 21 (مورد تایید قرار گرفت   
pGEX-4T-2 1323 واجــــــد قطعــــــهbp1245  وbp از ژن 

  pGEX-1.2-4T-2 وpGEX-1.3-4T-2استرپتوکیناز به ترتیب 
 هـای میزباندر  pGEX-1.2-4T-2آنگـاه حامـل   . لقب گرفتنـد 

BL21 (DE3)22    بـا ژنوتیـپBF- dcm ompT hsdS (rB- mB-) 

gal Lambda(DE3) ،BL21(DE3)plysS' ــپ ــا ژنوتیــ    بــ
BF- dcm ompT hsdS (rB- mB-) gal 

Lambda(DE3)[plysS Camr] و BL21(DE3)codon plus با 
 BF- dcm+ ompT hsdS (rB- mB-)TetR gal (DE3)ژنوتیپ

endA Hte[argU proL CamR]extra copies of tRNA 
genes inBL21- codon plus-RP   شدترانسفورم. 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
سـتون  : HindIII توسط هضم با آنزیم   PCR تأیید محصولات    -2شکل

 نتیجـه   4 و   2 و ستونهای    1245bp و   1323bp به ترتیب محصول     3 و   1
  را نشان می دهدHindIIIهضم این محصول توسط آنزیم 

  
 آگـار واجـد     LBهای رشدیافته در محـیط       نی غربالگری کل  -3شکل

 + pGEX-4T-2(آمپی سیلین بعد از ترانسفورماسیون مخلوط اتصالی 

insert :(   حامل   1ستون pGEX-4T-2)   و ستون های   ) بدون قطعه ژنی
 و  pGEX-1.2-4T-2احتمـالاً   (  واجد قطعه ژنی   pGEX-4T-2 4 و   3،  2

pGEX-1.3-4T-2.(   

  
 تأیید حضور و صحت قرارگیری قطعه ژن توسط آزمایش هضم           -4شکل

؛ pGEX-1.3-4T-2  وpGEX-1.2-4T-2  واجد حامل 4و1ستون : دوطرفه
درون پلاسـمید    1245bp و   1323bpات  در صورت قرارگیری صحیح قطع    

pGEX-4T-2  برش با آنزیمآزمایش محصولBamHI   خروج قطعه ژنـی 
1323bp 1245 وbpــود ــد ب ــتون ( خواه ــا   و) 5 و 2س ــضم ب ــه ه نتیج
 ).6و3ستون  (واهد بود خ502bpقطعه یک   EcoRIو  HindIIIهایآنزیم
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: یب با ایـن روش سـاده انجـام شـد         پروتئین نوترک  ارزیابی بیان 
اجـد    وBL21(DE3) بـاکتری  شـبانه   از کـشت   لیتـر   میلی 5/0

حـاوی  (جدید   LBمحیط لیتر  میلی5 پلاسمید نوترکیب را در
µg/ml 100 سـاعت   2  و پـس از یـم  کـشت داد )سـیلین  آمپی

جذب  rpm 250هوادهی با دور و   ºC37 انکوباسیون در دمای
  رسید، 6/0 به حدود    nm600 در طول موج   محیط کشت    نوری

 اضافه کردیم تا عمـل القـاء    IPTGمولار میلی1/0در این زمان 
 1 هـر بـار      سـاعت  4 و   2،  1 در زمانهـای  صورت گیرد، سـپس     

گانـه  هـای جدا   ه وارد میکروتیـوب   از کشت را برداشـت    لیتر   میلی
 3بـه مـدت    rpm 8000ها با دور آنگاه این میکروتیوب. کردیم

 میکرولیتـر از    100 به رسوب حاصـله      .شدنددقیقه سانتریفیوژ   
1X-SDS-PAGE Sample buffer  شدیداً دقیقه  5اضافه کرده

دقیقـه در آب   5 بـه مـدت   هـا را   نمونـه سـپس  شدند،ورتکس 
با دور بـالا از مـایع رویـی         بعد از سانتریفیوژ     جوش قرار داده و   

وضـعیت  و بررسـی    ) SDS-PAGE(آنها برای انجام الکتروفـورز    
  ). 5شکل() 21 (در ساعات ذکر شده استفاده شدتئین بیان پرو

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 و ´BL21(DE3)plysSآزمایش فـوق بـرای دو سـویه میزبـانی       
BL21(DE3)codonplus ــان   ن ــزان بی ــسه می ــت مقای ــز جه ی

 ). 6شکل( پروتئین نوترکیب انجام شد
ــب   ــروتئین نوترکی ــت پ ــین فعالی ــی3 از :تعی ــشتلیتر  میل  ک

BL21(DE3)plysS´ ساعت القاء بـا  4 از پسIPTG  ،  بـه روش
   :شدذیل لیز سلولی تهیه 

لیتـر   میلـی 1 ه رسوب حاصل  محیط کشت ب  پس از سانتریفیوژ    
ــده   ،mM Tris.Cl PH=850 ،mM EDTA1( بافرلیزکننـ

 NaCl mM100(، 5/0ــر  4/10 و  PMF(0.2M) میکرولیتــ
 دقیقـه  5 پـس از .اضافه شدLysozyme(10mg/ml)  میکرولیتر

توسـط  مخلـوط   ایـن   کتریهـای   دیـواره با   ºC37  در باسیونانکو

 شـد، دقیقـه تخریـب    4 مدت هب rpm 22000 با دورهموژنایزر،
 در دور بالا محلول شفافی بدست آمـد       میکروفیوژ  انجام  آنگاه با   

این محلول شفاف از رسوب جدا شد و به این ترتیب           . )21،20(
ر برای آزمـایش ارزیـابی فعالیـت پـروتئین مـورد اسـتفاده قـرا         

شده  شفافازمحلول  میکرولیتر15 الایزا به  در میکروپلیت : گرفت
ــر 5/1 ــر 30و Tris.HCl PH=7.4 میکرولیتـــ  میکرولیتـــ

plasminogen (0.2mg/ml))     آزمایـشگاه تهیـه شـده در ایـن( 
پـس از ایـن   . مردیک ـ انکوبـه  ºC37دقیقـه در   15، اضافه کرده

ــه آن ــان بـــــ ــر 75 زمـــــ ــسترای  میکرولیتـــــ سوبـــــ
دقیقـه   10 ازبعـد  و کردهاضافه   S2251(5mg/ml)کروموژنیک

ــداری در ــط ºC37نگه ــنش را توس ــر 10 واک ــید  میکرولیت اس
در ایـن زمـان جـذب نـوری         .  نرمال متوقـف کـردیم     4 استیک

 الایزا ریدر در مقایـسه بـا        نانومتر با  405نش در طول موج     واک
 و همچنـین احتمـال ترشـح        قرائت شد استرپتوکیناز استاندارد   

 100بـرداری     نمونـه  با  بصورت خارج سلولی،   پروتئین نوترکیب 
میکرولیتر از محیط کشت و بـه روش ذکـر شـده فـوق مـورد                

  .ارزیابی قرار گرفت
تعیین دقیـق وزن مولکـولی بانـد منـسوب بـه پـروتئین              برای  

بــدین صــورت عمــل  SDS-PAGEدر  )GST-SKC(نوترکیــب
بـرای  ) Rf(کش فاصله طی شـده از چاهـک          به کمک خط  : شد

بـا توجـه بـه رابطـه        . روتئینی مارکر به دسـت آمـد      شش باند پ  
 و وزن مولکولی پروتئین، منحنـی مربـوط بـه           Rfمعکوس بین   

 پس از رسم منحنـی مربوطـه      . صورت نیمه لگاریتمی رسم شد    
بـر   GST-SKC  مربوط به باند منسوب بهRfبا مشخص کردن 

وزن ( روی محــور افقــی نقطــه معــادل آن بــر محــور عمــودی
  .)7شکل  (دپیدا ش) مولکولی

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
لـون واجـد    ک 1سـتون   : pGEX-1.2-4T-2 القاء کلون واجد     -5 شکل

pGEX-4T-2 ) 5  تـا  2های  سـتون ). کنترل منفی BL21(DE3)   واجـد
pGEX-1.2-4T-2        به ترتیب بعد از القاء با IPTG  و  4،  2،  1های  در زمان 

   ساعت6

  
ــکل ــسفورم میزبان -6شـ ــشیاترانـ ــای اشریـ ،  DH5αکلیهـ

BL21(DE3)،BL21(DE3)plysS′  وBL21(DE3)Codonplus    بـا
 و مقایسه  pGEX-1.2-4T-2پلاسمید نوترکیب   ساختار تأیید شده    

Productivity    و  7،  6و 5،  4و 3،  2و 1 سـتونهای : در این سه میزبان 
، DH5α ،BL21(DE3)هـای  ترتیب قبل و بعد از القـاء سـویه       به    8

BL21(DE3)plysS‘  وBL21(DE3)Codonplus  باشند می  
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  هایافته
، dNTPغلظتهای مختلـف یـون منیـزیم و بـافر،         ( شرایط بهینه 

 )الگو و درجه حرارتهـای مختلـف    DNAمراز، پرایمر، آنزیم پلی
 S.equisimilisمکیناز از ژنو ژن استرپتو و تکثیربرای جداسازی

H46A  تکنیک با استفاده ازPCR   ش عملـی  و رو کنترل شـد
طـی  . بـه دسـت آمـد      های طراحـی شـده    استانداردی با پرایمر  

سازی نیـز لـزوم بعـضی اصـلاحات در روشـهای             عملیات کلون 
الکتروفــورز . شــد کــسب نتــایج مطلــوب لمــس بــرایموجــود 

 که طبـق نقـشه،      HindIII و آزمایش با آنزیم      PCRمحصولات  
ــر  ــه دو قطعــه بزرگت ــرای محــصول 747bp( محــصولات را ب  ب

1245bp  825وbp  1323 بــــرای محــــصولbp ( و قطعــــه
 حاکی از موفقیت در جداسازیدهد،  برش می) 498bp(کوچکتر

مربوط به ناحیه فعال 1245bp قطعه(  ژن استرپتوکینازتکثیر و
 1هایلشک( دبو) کامل ژن  ORFباز مربوط به 1323bp و قطعه

  ).2و 
، )3شـکل  ( الکتروفـورز   و  اسـتخراج پلاسـمید    هایآزمایشنتایج  

ــههــ ــوالی، موفقیــت انجــام  )4شــکل( ضم دو طرف  و تعیــین ت
ژن اسـترپتوکیناز را     از   1245bp و 1323bpات  سازی قطع ـ  کلون

بـا محاسـبه تئوریـک    . نمایند یید میأتpGEX-4T-2  در حامل
علاوه وزن خالص    هب)  کیلودالتون 47( وزن خالص استرپتوکیناز  

GST) 23وزن مولکـــولی اســـید و همچنـــین )  کیلودالتـــون
های دیگـری کـه در قالـب ترجمـه پـروتئین تـا قبـل از                  نهآمی

شوند، وزن پـروتئین      رسیدن به کدون ختم احتمالاً ترجمه می      
بینی شد کـه      کیلودالتون پیش  73 حدود   GST-SKCنوترکیب  

 و وزن مولکـولی     RFلگـاریتمی بـر اسـاس        این با منحنی نیمـه    
   ).7شکل ( پروتئین مطابقت دارد

  SDS PAGEکیـب اتـصالی بوسـیله   بیـان اسـترپتوکیناز نوتر  
کـل  % 45بـیش از    ،  و همچنـین دانـسیتومتر لیـزری      ) 6شکل(

 ایـن میـزان در سـویه        .ارزیـابی شـد   پروتئینهای سلول میزبان    
BL21(DE3)codon plus ــویه ــرین و در ســـــ   کمتـــــ

BL21(DE3)pLysS'  مهمتـر اینکـه    ). 6شـکل ( باشد  حداکثر می
ــه  ــوط ب ــصالی مرب ــال  GSTدم ات ــر فع ــاثیری در غی ــردن ت  ک

سـازی شـرایط     کـه بـدون بهینـه       بطوری ،استرپتوکیناز نداشت 
کـشت   لیتـر   میلی1 کشت و تخلیص، مجموع فعالیت حاصل از

ضـمن اینکـه در ارزیـابی    . حاسـبه شـد  واحد م 15000بیش از
احتمال ترشح این پروتئین نوترکیب در محیط کشت مـشاهده       

 رکیب بصورت خارج سـلولی ترشـح  از پروتئین نوت %20شد که
  . دوش می
  

  بحث
 که کمتـرین میـزان      Cهمولیتیک گروه   های بتا   از استرپتوکوک 

کنند و کمترین مـواد غـذایی را          زا را تولید می     های تب   توکسین
عنـوان    ، بـه  کنند مصرف می  Aهای اصلی گروه      نسبت به سوش  

به همین دلیـل،    . )4 (شود  منبع اصلی ژن استرپتوکیناز یاد می     
 سوش استخراج گردید    کیناز از این  در این تحقیق، ژن استرپتو    

  .سازی استفاده شد  کلونو برای مراحل
 ترمینـال مولکـول اسـترپتوکیناز       Nقسمت  است  گزارش شده   

بنـابراین احتمـال داده     . )7 (تاثیر چندانی بر فعالیت آن نـدارد      
 N بـه    GSTای مربوط بـه      آمینهاضافه شدن توالی اسید   شد که   

لـوژیکی آن را از بـین نبـرد،         ترمینال این پروتئین فعالیـت بیو     
 و نیـز دم     )15 (آمینه هیـستیدینی   اسید 6که افزایش    همچنان
  ایـن ویژگـی   . کـرد  ب را تأیید مـی    این مطل ) MBP )22اتصالی  

 تـشکیل  pGEX-4T-2اساس تحقیق مـا را در انتخـاب حامـل           
  . دهد می

 اسـید آمینـه هیـدروفوب بعنـوان تـوالی راهنمـا در              26وجود  
کول استرپتوکیناز امکان ترشح آن را توسـط        انتهای آمینی مول  

 امـا بـر اسـاس گزارشـات         )10(آورد   ها فراهم می   استرپتوکوک
بیـان شـده در     ) r-SK(  اسـترپتوکیناز نوترکیـب    موجود ترشح 

E.coli       گیـرد تواند صـورت     حتی در غیاب توالی راهنما نیز می 
 از ناحیـه بعـد از تـوالی راهنمـا           skcبر همین اساس ژن     . )14(

  . تکثیر شد نیز  جفت باز1245ل بطو

  
ین  پـروتئ  تعیین دقیق وزن مولکولی بانـد منـسوب بـه          -7شکل  

محور عمودی نمایانگر وزن    : SDS-PAGEدر )GST-SKC( نوترکیب
مولکولی پروتئین با تقسیمات لگاریتمی و محـور افقـی نمایـانگر            

 بانـد   RF .باشد  متر می   فاصله طی شده از چاهک با تقسیمات میلی       
ــای     ــایز مارکره ــه س ــوط ب  9/28 و 34، 48، 80، 123، 204مرب

بـر  .  میلی متر بـود 60 و 45، 30، 13، 5/9،  3کیلودالتون به ترتیب    
 میلیمتر بوده   23 حدود   GST-SKC باند منسوب به     RF اساساین  

 73نقطـه حـدود      ) MW(که مختصات آن بر محور وزن مولکـولی       
  کیلودالتون را نشان می دهد
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برای اولـین بـار طراحـی        )11-17،  2 (برخلاف مطالعات مشابه  
 ، بـا هـدف تعبیـه سـایت شناسـائی            PCRپرایمر و اسـتراتژی     

BamHI       ایـن  .  انجام گرفت   در دو انتهای توالی ژنی تکثیر شده
ــون ــتراتژی، کلـ ــازی محـــصولات  اسـ را در ) skcژن( PCRسـ

شـود   سـازد و سـبب مـی    پذیر مـی   کانحاملهای بیانی متعدد ام   
بـا  .  قـرار گیـرد    GSTقطعه ژن درست بعد از توالی پروتئینـی         

تـوالی خـتم     skc ژن   3'توجه به اینکه آخرین کدون در سمت        
آمینه اضـافی   رود که اسـید    باشد، انتظار می   می) TAA( ترجمه

ولـی در   . دیگری در انتهای کربوکـسیل پـروتئین قـرار نگیـرد          
دلیل این کدون ختم عمل نکند، کدون ختم        صورتی که به هر     
 قـرار گرفتـه     MCSکه بعد از ناحیـه      ) TGA( موجود در حامل  

 12در این صورت تعـداد      . است موجب ختم ترجمه خواهد شد     
اسیدآمینه دیگر به انتهای کربوکسیل پروتئین افـزوده خواهـد          

هـای    به این ترتیب با دانستن وزن مولکـولی اسـید آمینـه           . شد
 به مولکول و جمع آنهـا بـا وزن مولکـولی پـروتئین          اضافه شده 

SKC) 47تــوان وزن مولکــولی پــروتئین  ، مــی)تــون کیلــو دال
 کیلـو دالتـون     74 و حداکثر  73قلرا حدا ) GST-SK(نوترکیب  

ربـالگری بـرخلاف روش شناسـایی       در روش غ   .بینی کـرد   پیش
، )α-complementation )20،17هـای صـحیح بـه روش         کلون

 کننـده سـاختار    های دریافت   ین ویژگی که باکتری    ا مستقیماً از 
pGEX-4T-2   سیلین مقاوم خواهند شد،      بیوتیک آمپی  به آنتی

  . شود استفاده گردید، این امر سبب صرفه جویی در زمان می
 E.coli در بـاکتری     r-SKدر مطالعات گذشـته بیـان پـروتئین         

% 25 و) 12(% 52تحت اثر پروموتورهـای مختلـف بـه میـزان           
در ایـن   . از کل پروتئینهـای سـلول گـزارش شـده اسـت           ) 16(

 tac و پروموتـور     pGEX-4T-2تحقیق نیز با استفاده از حامـل        
سـازی شـرایط بـه        بـدون بهینـه    میزان بیان پروتئین نوترکیب   

که میـزان    بطوری. از کل پروتئینهای باکتری رسید    % 45 حدود
ط لیتـر از محـی     واحد در هر میلـی     15000فعالیت آن بیش از     

و اســترپتوکیناز ) 23(کــشت در مقایــسه بــا مطالعــات مــشابه 
محیط مـایع   ضمناً آزمایش بیان در     . باشد ب می استاندارد مطلو 

LB    که با غنی کردن محـیط کـشت و در            انجام گرفت در حالی
نتیجه تقویـت رونـدهای متـابولیکی بـاکتری، افـزایش میـزان             

العه حضور  در این مط  . )4 (پروتئین نوترکیب حتمی خواهد بود    
IPTG    مولار باعـث روشـن شـدن اپـرون و            میلی 1/0 به میزان

این در حالی است که در موارد دیگر        .  شد mRNAشروع سنتز   
 IPTGبرای بیان پروتئینهای نوترکیـب غلظتهـای بیـشتری از           

  . )25،24 (اند  معرفی شدهبعنوان غلظت مناسب
 ی بیــانی بــا داشــتن عناصــر تنظیمــی مناســب و یــا  هــامیزبان

 بیـان بیـشتر پـروتئین را        موتاسیون در پروتئازهای خود امکان    

 E.coliدر تحقیق حاضر از چند گونه میزبـان         . آورند فرآهم می 
 به منظـور مقایـسه بیـان       باشند  می BL21(DE3)که از مشتقات    

 6همـانطور کـه در شـکل      . پروتئین نوترکیب اسـتفاده کـردیم     
ــی  ــشاهده م ــترپتوکیناز نو   م ــان اس ــزان بی ــود، می ــبش   ترکی

)GST-SKC(         داری را نـشان      در این سه گونـه اخـتلاف معنـی
 BL21(DE3)codon plusیزان بیان درسویه که م دهد بطوری می

. باشــد  حــداکثر مــی'BL21(DE3)pLysSکمتــرین و در ســویه 
بـه   'BL21(DE3)pLysSبنابراین دلیـل بیـان بیـشتر در سـویه           

 ز بــرهــای پروتئــازی بــه نفــع اســترپتوکینا وجــود موتاســیون
  . گردد می

با وجود امکان تولید پروتئین نوترکیب از حاملهـا و میزبانهـای            
های نوترکیب بعنوان یـک      گوناگون، هنوز هم تخلیص پروتئین    

به همـین دلیـل مطالعـات زیـادی در     . مسئله مهم مطرح است  
بـه نظـر    . کیناز صـورت گرفتـه اسـت      تخلـیص اسـترپتو   زمینه  

ز لیگاند پلاسمینوژن باشد    ترین روش، استفاده ا   رسد پیشتاز  می
ــوده اســت   ــورد اســتفاده ب ــی م ــات قبل ــشتر مطالع  کــه در بی

 ستون  این روش مستلزم مراحل متعدد استفاده از      . )27،26،4(
گیری، کاهش حجم نمونه، تهیه  تعویض یونی، دو مرحله رسوب

 و آسیلاسـیون پلاسـمینوژن و       4Bسـفارز -ستون پلاسـمینوژن  
ــت   ــدد اس ــای متع ــتفاده از بافره ــودن ژن  . اس ــون نم ــا کل ام

استرپتوکیناز نـوترکیبی   ،  pGEX-4T-2 استرپتوکیناز در حامل  
آورد  واجد دنباله اتصالی گلوتاتیون اس ترانسفراز را حاصل مـی         

را بوسیله ستون کروماتوگرافی تمایلی با لیگانـد         توان آن  که می 
تـوان از    در ایـن روش مـی     . )24،20 (گلوتاتیون تخلـیص کـرد    

ای شـدن عمـل تخلـیص، کـاهش میـزان            حلهامتیازات یک مر  
تئین، عدم اضـافه     فیزیولوژیکی پرو  pHواسرشتگی، عدم تغییر    

هـا و   ژنیـک جدیـد و کـاهش تعـداد بافر          کردن خاصـیت آنتـی    
پروتئین ترومبین قـادر بـه      . محلولهای مرحله تخلیص سود برد    

باشد و در   میGST و SKCای بین  شناسایی جایگاه اسیدآمینه  
  را از  GSTتوان با استفاده از این جایگاه دنبالـه          صورت نیاز می  

SKC24 ( جدا کرد( .  
تولیــد اســترپتوکیناز نوترکیــب بــا بــازدهی فــراوان و قابلیــت  

تواند گامی موثر در جهت  میتخلیص آسان در مقیاس صنعتی، 
کشور باشـد کـه سـالانه       در  تولید ماده اولیه این داروی ژنریک       

 هـزار آمپـول     50 خریـد     صرف بیش از یک میلیون دلار هزینه     
از فوائد دیگر قابـل دسـترس بـودن         . )28 (شود مصرفی آن می  

گر همچـون اسـتفاده از دیگـر        کلون حاصل، امکان مطالعات دی    
زایـی، کـاهش ایمونوژنیـسیته و        حاملها، سلولهای بیانی، جهش   

 مـوثر بـر بیـان پـروتئین         هایفاکتور( سازی شرایط تولید   بهینه
کننـده، انـواع القـاء       کـشت، غلظـت القاء     مانند دما، نوع محیط   
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کننده، زمان القاء، مدت زمان القاء و پیدا کردن فاز لگـاریتمی            
  .است) رشد باکتری در هنگام القاء

  
  قدردانیتشکر و 

تحقیقـاتی سـازمان مـدیریت و       مقاله حاضر بخشی از دو پروژه       
 و  های علمـی کـشور    پژوهـش ریزی کشور مصوب شـورای       برنامه

بـدین وسـیله از     . باشـد   مـی  دانـشگاهی  ی جهاد معاونت پژوهش 

 بخـاطر حمایـت مـالی و همچنـین آقـای         های یاد شـده   سازمان
مهدی ملکی دانـشجوی کارشناسـی ارشـد بیوشـیمی بخـاطر            

قـدردانی   همکاری در قسمت ارزیابی فعالیت پروتئین نوترکیب      
  .گردد می
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